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的突变率在男女之间差异有统计学意义"
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基因是细胞色素
,85/

$

R̀ ,'85/

%酶系家族成员

之一#是人体内药物代谢的主要酶#富含在人体肝脏微粒体

中'

.

(

)

R̀ ,;R3

基因所在的亚家族
R̀ ,;R

是目前研究最广

泛#最深入的细胞色素亚家族之一#主要由
R̀ ,;R1

*

R̀ ,;R3

*

R̀ ,;R.-

*

R̀ ,;R.1

和
R̀ ,;R.3

等基因的多态性组成)

,85/

家族基因的表达水平及其编码的酶活性受遗传变异

的影响#基因突变可能导致酶底物的药物动力学发生明显改

变)药物代谢的减慢将导致血液中药物水平过高#从而产生不

良反应至治疗无效'

;

(

)根据细胞色素酶
,85/

家族的活性#个

体的表型可以划分为慢代谢型*中间代谢型*快代谢型或超快

代谢型)快代谢型指野生型纯合子#中间代谢型携带
.

个等位

基因突变#慢代谢型携带
;

个等位基因突变#而超快代谢型常

携有多个拷贝的活性等位基因)

R̀ ,;R3

基因位于人类染色体
./

f

;84;

上#全长约
5/

bG

#有
3

个外显子和
1

个内含子'

0

(

)目前已发现
R̀ ,;R3

存在

R̀ ,;R3

"

;

!

R̀ ,;R3

"

05

多种突变等位基因#其中以突变型

R̀ ,;R3

"

;

和
R̀ ,;R3

"

0

最为常见#也是目前研究最多的突

变型#与野生型
R̀ ,;R3

"

.

相比#其酶活性明显降低)有研

究表明#突变型
R̀ ,;R3

"

;

和
R̀ ,;R3

"

0

可使华法令在个

体用药剂量的差高达
.;U

'

8

(

)其他突变型除
R̀ ,;R3

"

.0

外#均只在单一民族中发现#相关研究较少'

5

(

)

作为临床上常用的口服抗凝药物#华法令的药物代谢速度

主要受基因
R̀ ,;R3

和
"ZX_R.

的影响'

:

(

)

R̀ ,;R3

负责药

理活性强的
P

型华法令的代谢#而
"ZX_R.

为华法令的靶蛋

白#华法令通过抑制
"ZX_R.

#从而减少影响羧化作用和激活

凝血因子的一个必要的辅助因子维生素
Z

'

-

(

)

突变型
R̀ ,;R3

"

;

和
R̀ ,;R3

"

0

与野生型相比#编码

的酶活性降低#并且其代谢底物药的能力也明显降低#因此携

带突变基因对患者的药物清除率明显下降)因为药物半衰期

的延长#会导致患者在接受治疗时容易发生不良反应#尤其是

华法令这种治疗指数较窄的底物药#容易造成出血或血栓的风

险)本文检测潮汕人群
R̀ ,;R3

基因多态性#将为潮汕地区

人群的华法令个体化用药提供依据#现报道如下)
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)标本采集均

取得志愿者知情同意#且获院医学伦理委员会批准)
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仪器与试剂
!
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方法
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引物设计
!

通过美国国立生物技术信息中心对

R̀ ,;R3

"

;

和
R̀ ,;R3

"
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这
;

个突变位点单核苷酸的多态

性$

P%,

%的信息进行查询#调取包含突变位点的核酸序列#利

用
,)<M?),)?M<?)54/

软件设计用于电泳测序的引物)最终

选定的
R̀ ,;R3

"

;

上游引物
5h'99O&&&OR9&9&9R&

&RR9OR9R&'0h

及下游引物
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9OO&'0h

&
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上游引物
5h'O&& OO& R&9 R9O

RR&R&O R&9 &9R 9'0h

及下游引物
5h'9OO O&& O&O

R&&O&RO&R&ROO'0h

)

$4'4/

!

全血
S%9

的提取
!

首先用裂红液裂解红细胞#收集

白细胞#然后通过变性液使蛋白质变性释放
S%9

#在高盐低

(

2

的条件下利用
S%9

吸附剂吸附
S%9

#洗涤杂质#最后用

低盐高
(

2

的溶液溶解
S%9

)
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扩增及产物的电泳鉴定
!

用
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f

,R_

液

进行
,R_

扩增)
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扩增条件为!

31g./@

&

:/g0/@

#

-;g

:/@

#

0;

个循环)

,R_

扩增反应结束后#将产物进行
.U

琼脂

糖凝胶电泳分析#根据
,R_

产物的大小#初步检测
,R_

的特

异度)为防止
,R_

扩增过程中操作及实验室污染#

,R_

前处

理和后处理及检测均按原卫生部
,R_

检测规范操作)

$4'41

!

P%,

位点检测
!

将扩增的特异度强的
,R_

产物送至

生工生物工程公司进行一代
S%9

测序)再根据测序结果和

峰值图谱进行突变位点的碱基比对#进行基因分型)

$41

!

统计学处理
!

采用
2C)L

Q

'a?<=G?)

B

遗传平衡检验#由基

因型频率计算等位基因频率#确定该标本人群符合
2C)L

Q

a?<=G?)

B

遗传平衡)采用
P,PP;/4/

软件进行统计分析#计

数资料以'

(

$

U

%(表示#组间比较采用
!

; 检验#以
!

%

/4/5

表

示差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/4$

!

S%9

测序法检测基因突变结果
!

将选取的
;/8

例标本#

经
,R_

扩增后进行琼脂糖凝胶电泳分析#挑选特异度强和灵

敏度高的标本送至上海生工生物工程公司测序)测序结果中

未发现
R̀ ,;R3

"

;

突变型#而
R̀ ,;R3

"

0

$

9

$

R

%多态位点#

杂合子突变型和纯合子突变型均有检测出)见图
.

*

;

)

图
.

!!

R̀ ,;R3

"

.

'

"

0

杂合子多态位点测序峰形图

图
;

!!

R̀ ,;R3

"

0

'

"

0

纯合子多态位点测序峰形图

/4/

!

R̀ ,;R3

基因型和等位基因频率
!

对测序结果进行分

析#

R̀ ,;R3

"

;

未发现杂合子或者纯合子基因突变#即

R̀ ,;R3

"

.

"

"

;

*

R̀ ,;R3

"

;

"

"

;

*

R̀ ,;R3

"

;

"

"

0

基因型在

本研究所选取的人群中都未检出)而
R̀ ,;R3

"

0

突变型中#

发现
.3

例中间代谢型突变基因$

R̀ ,;R3

"

.

"

"

0

%#见表
.

#该

基因多态位点的突变率在男女人群间的分布差异有统计学意

义$

!6/4/0:

%)

R̀ ,;R3

"

0

多态位点基因为
9

$

R

#其中

99

*

9R

*

RR

的基因频率分别为
/43/;

*

/43/0

*

/4//5

#等位基因

9

和
R

频率为
/4383

和
/4/5.

)经
2C)*F

Q

a?<=G?)

B

遗传平衡

公式计算#该标本符合平衡定律)

表
.

!!

不同性别
R̀ ,;R3

各基因型检出结果(

(

#

U

$)

组别
(

"

.

"

"

.

"

.

"

"

;

"

.

"

"

0

"

;

"

"

;

"

;

"

"

0

"

0

"

"

0

男性
1- 1.

$

304./

%

/

$

/4//

%

:

$

:43/

%

/

$

/4//

%

/

$

/4//

%

/

$

/4//

%

女性
..-./0

$

114/0

%

/

$

/4//

%

.0

$

..4..

%

/

$

/4//

%

/

$

/4//

%

.

$

/43/

%

合计
;/8.18

$

3/4.3

%

/

$

/4//

%

.3

$

340.

%

/

$

/4//

%

/

$

/4//

%

.

$

/45/

%

'

!

讨
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论
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本研究的结果表明#在潮汕地区健康人群中#出现频率较

高的基因型为快代谢型$

R̀ ,;R3

"

.

"

"

.

%*中间代谢型

$

R̀ ,;R3

"

.

"

"

0

%和慢代谢型$

R̀ ,;R3

"

0

"

"

0

%#频率分别

为
3/4.3U

*

340.U

和
/45/U

#而等位基因
R̀ ,;R3

"

;

均为快

代谢型#未检出其中间代谢型$

R̀ ,;R3

"

.

"

"

;

%和慢代谢型

$

R̀ ,;R3

"

;

"

"

;

%)有研究表明#

R̀ ,;R3

"

0

突变型患者能

解释
-U

的华法令个体剂量差异'

1

(

)有关浙江省和河北省的

健康汉族人群的研究表明#在出现频率较高的等位基因

R̀ ,;R3

"

0

突变中#中间代谢型$

R̀ ,;R3

"

.

"

"

0

%和慢代谢

型$

R̀ ,;R3

"

0

"

"

0

%出现频率分别为
540:U

和
/4;8U

#中间

代谢型和慢代谢型对
P

型华法令的清除率只有快代谢型

$

R̀ ,;R3

"

.

"

"

.

%的
3/4//U

和
:/4//U

'

.

(

)有关湖北省房颤

患者
R̀ ,;R3

基因型的研究表明#

R̀ ,;R3

基因
"

.

"

"

.

型为

304:;U

#

"

.

"

"

0

型为
:401U

#

R̀ ,;R3

"

;

基因突变型在亚

洲人群中少见或缺失'

3

(

)本研究的
R̀ ,;R3

基因突变率在男

女中差异有统计意义$

!

%

/4/5

%#这与已有的华南地区的数据保

持一致'

./

(

#但也有研究报道这与性别差异并无统计学意义$

!

$

/4/5

%

'

..

(

)由于不同地区和种族的
R̀ ,;R3

基因多态性差异#

对其相关代谢底物#如华法令*苯妥英钠*甲苯磺丁脲和许多非

甾体类抗炎药等药物代谢能力存在明显的人群和地域差异)因

此#在不同种族或者地域人群中#关于该基因的多态性研究对于

理解与其相关药物的临床用量差异极其重要#并且可以根据患

者间的基因分型差异#更好地指导个体化用药'

.;

(

)

药物基因组学及相关基因多态性在影响药物的合理使用

和个体化用药上具有重要意义#作为
R̀ ,;R3

基因的典型代

谢药物#华法令的治疗指数相当狭窄#药物的剂量需要通过凝

血功能检测值进行调整)然而#基因型作为治疗初期华法令初

始剂量的主要决定因素#可以有效地指导药物剂量以减少患者

出血与血栓的风险)随着检测技术的日益更新与完善#基因分

型的检测在指导个体化用药方面将扮演越来越重要的角色)
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因此早期的预防工作十分有必要)有研究提出微血栓的形成

及内皮细胞的损伤是患者发生重症中暑的重要因素'

3

(

)机体

在高温状态下迅速失水#致使血液黏滞度增加#也是导致血栓

形成的原因之一'

./

(

)而且高温会导致人体细胞出现缺氧*高

代谢等系列改变#进而损伤血管内皮细胞#增加促凝因子的产

生)高温状态还会影响温度调节中枢#扩张皮肤血管#在内脏

血管处于收缩的状态下#造成肠道缺血状态而增加肠道通透

性#使内毒素水平增加而加重患者的凝血障碍)

有研究发现#热应激可激活血小板而引发凝血异常#中暑

发生后同时带来的机体高温*缺氧应激状态还会促使炎症介质

和氧自由基的大量产生释放#诱导炎性级联反应的发生'

..

(

)

炎性反应又会加重凝血系统的功能异常#而凝血反应的发生同

时也会加重炎性反应)有试验对高温导致的热应激动物进行

检查发现#在其心*肝*肾*肺*脑*肠等多脏器出现广泛的微血

栓)因此有学者认为#重症中暑凝血异常往往是患者脏器功能

发生衰竭的先兆'

.;

(

)

重症中暑患者若出现凝血异常#随之而来的则是消化道甚

至脑出血等危急状况)抗凝治疗对于减缓脏器功能损伤*修复

凝血抗凝平衡和阻碍
STR

病理进程具有重要意义)因此#对

于重症中暑患者的早期治疗措施除了迅速降温之外#还可以进

展使用低分子肝素进行抗凝干预'

.0

(

)本研究中重症中暑患者

治疗前
S'

二聚体和相关凝血指标处于异常高水平#提示患者

可能存在低纤溶活性和高抗凝活性状态)本研究提示对重症

中暑患者早期应用低分子肝素#安全有效#能明显改善患者凝

血功能)本研究样本例数较少#需后期加大样本量#进行深入

研究)
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